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Proteini so strukturno najbolj zapletene in vsestranske molekule, ki so vključene v skoraj 
vsak biološki proces. Sestavljeni so iz aminokislinskih verig, ki morajo zavzeti ustrezno 
konformacijo, da protein postane funkcionalen. Pravilno zvijanje proteinov ni pomembno 
samo za zagotavljanje ustrezne funkcije, temveč tudi za preprečevanje manifestacije in 
napredovanja številnih bolezni – tudi raka. Za normalno proteinsko homeostazo skrbijo 
šaperoni, ki preprečujejo nepravilne povezave med aminokislinami in pospešujejo pravilno 
zvijanje celičnih proteinov. 
Protein toplotnega šoka Hsp90 je šaperon odgovoren za pravilno zvijanje več sto 
proteinov, med drugim tudi mnogih onkoproteinov, ki imajo ključen pomen pri maligni 
transformaciji. Zaradi svoje vloge v patofiziologiji raka je potencialna tarča novih 
kemoterapevtikov – zaviralcev ATPazne aktivnosti Hsp90. Prvi zaviralci Hsp90 so zavirali 
vezavo ATP na N-končni domeni proteina. Zaradi toksičnosti, slabe biološke uporabnosti 
in indukcije odziva toplotnega šoka je bil njihov terapevtski potencial omejen, kar je vodilo 
v razvoj alosteričnih zaviralcev z vezavnim mestom na C-končni domeni Hsp90. 
V okviru magistrske naloge smo proučili vpliv strukture terciarnih aminov na 
antiproliferativno delovanje piperidinskih zaviralcev C-končne domene proteina Hsp90. 
Kot izhodišče za sintezo končnih spojin smo uporabili spojino s potrjenim alosteričnim 
zaviranjem Hsp90. Na ta način smo ohranili lastnosti, za katere vemo, da so pomembne za 
tvorbo interakcij s tarčo. Z variiranjem aminskega dela izhodiščne molekule smo pripravili 
pet novih spojin, katerih substituenti, pripeti na piperidinski amin, se med seboj razlikujejo 
v mnogih lastnostih, med drugim tudi v polarnosti, velikosti in zmožnosti tvorbe interakcij 
s tarčnim vezavnim mestom. Antiproliferativno delovanje končnih spojin  smo določili s 
testom MTS metabolne aktivnosti celic v človeški celični liniji raka dojke MCF-7 ter na 
podlagi rezultatov proučili odnos med strukturo in delovanjem. 
Na novo sintetizirane končne spojine so v večini šibkeje aktivne v primerjavi z izhodiščno 
spojino in že predhodno sintetiziranimi spojinami. Kot najbolj optimalni substituenti na 
piperidinskem aminu sta se izkazali metilna in benzilna skupina, kar so pomembne 
ugotovitve za nadaljnjo optimizacijo. 
Ključne besede: kemoterapevtiki, molekularni šaperoni, piperidin, protein toplotnega šoka 





Proteins are structurally the most complex and versatile molecules involved in almost 
every biological process. They consist of amino acid chains that must fold in a proper 
conformation for a protein to become functional. Appropriate protein folding is not  only 
important to ensure the right function, but also to prevent the manifestation and 
progression of many diseases, including cancer. Normal protein homeostasis is ensured by 
molecular chaperones, which prevent improper connections between amino acids an d 
facilitate protein folding. 
Heat shock protein 90 (Hsp90) is a molecular chaperone responsible for the correct folding 
of hundreds of proteins, including many oncoproteins that have a crucial role in malignant 
transformation. Because of its role in the pathophysiology of cancer, it is a potential target 
for new chemotherapeutics – inhibitors of Hsp90 ATPase activity. The first Hsp90 
inhibitors blocked ATP binding at the N-terminal domain of the protein. Due to  toxicity , 
poor bioavailability, and induction of heat-shock response, their therapeutic potential has 
been limited, leading to the development of  allosteric inhibitors of Hsp90 C-terminal 
domain. 
In the context of this master's thesis, we studied the influence of tertiary amines  structure 
on antiproliferative activity of piperidine-based Hsp90 C-terminal domain inhibitors. Our 
starting point for the synthesis of  the focused library of final compounds was known 
allosteric Hsp90 C-terminal domain inhibitor. In this way, we retained properties that were 
identified as important for forming interactions with the target. By varying the amine 
portion of the parent molecule, five new compounds were obtained. The substituents 
attached to the piperidine amine of those compounds differ in many properties, including 
polarity, size, and ability to form different types of interactions. The antiproliferative 
activity of the final compounds was evaluated in vitro in MCF-7 breast cancer cell lines 
using colorimetric MTS cell proliferation test. Based on the results, the relationship 
between structure and activity of final compounds was examined. 
The newly synthesized final compounds were, in majority, found to be less active 
compared to the parent compound and the previously synthesized compounds. The methyl 




These results provide important information for further optimization of this class of Hsp90 
inhibitors. 
Keywords: cancer, chemotherapeutics, heat-shock protein Hsp90, Hsp90 C-terminal 





1H NMR protonski spekter jedrske magnetne resonance 
ADP adenozin difosfat (ang. adenosine diphosphate) 
AHA1 aktivator Hsp90 ATPaze-1 (ang. activator of Hsp90 ATPase-1) 
ATP adenozin trifosfat (ang. adenosine triphosphate) 
Boc terc-butiloksikarbonil 
CDC37 homolog cikla delitve celic 37 (ang. cell division cycle homologue 37) 
CDCl3 devteriran kloroform 
CHIP C-končni Hsp70 vezavni protein (ang. C-terminal Hsp70 binding protein) 





DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
EtOAc etilacetat 
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ang. electrospray ionization) 
Grp94 protein uravnavan z glukozo 94 (ang. glucose-regulated protein 94) 
HER2 humani epidermalni receptor za rastni faktor 2 (ang. human epidermal growth 






HOP/STIP1 Hsp70-Hsp90 organizirajoči protein/s stresom inducibilni fosfoprotein (ang. 
Hsp70-Hsp90 organizing protein/stress-inducible phosphoprotein 1) 
HSF1 faktor toplotnega šoka 1 (ang. heat shock factor 1) 
Hsp protein toplotnega šoka (ang. heat-shock protein) 
IC50 srednja zaviralna koncentracija (ang. half-maximal inhibitory concentration) 
iP anorganski fosfat (ang. inorganic phosphate) 
J sklopitvena konstanta 
MCF-7 človeška celična linija raka dojke, pozitivna na estrogenske receptorje 
mCPBA meta-kloroperoksibenzojska kislina (ang. meta-chloroperoxybenoic acid) 
MeCN acetonitril 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija (ang. mass spectrometry) 
NR nabita regija (ang. charged region, CR) 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid (ang. nicotinamide adenine dinucleotide) 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (ang. nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate) 
NKD N-končna domena (ang. N-terminal domain, NTD) 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance) 
PMS fenazin metosulfat (ang. phenazine methosulfate) 




PTGES3 prostaglandin E sintaza 3 (ang. prostaglandin E synthase 3) 
Rf retencijski faktor 
SAR odnos med strukturo in delovanjem (ang. structure-activity relationship) 
SD srednja domena (ang. middle domain, MD) 
SKBr3 človeška celična linija raka dojke, pozitivna na HER2  
T temperatura 
TFA trifluoroocetna kislina (ang. trifluoroacetic acid) 
TLC tankoplastna kromatografija (ang. thin layer chromatography) 
TMS tetrametilsilan 
TPR tetratrikopeptidna ponovitev (ang. tetratricopeptide repeat) 
TRAP1 protein, povezan z receptorjem faktorja tumorske nekroze 1 (ang. tumor 
necrosis factor receptor-associated protein 1) 




10B .1. Proteini toplotnega šoka 
Proteini so strukturno najbolj zapletene in vsestranske biološke makromolekule. Vključeni 
so v skoraj vsak biološki proces. Proteinske makromolekule so sestavljene iz 
aminokislinskih verig, sintetiziranih na ribosomih. Verige morajo zavzeti ustrezno tri-
dimenzionalno strukturo, ki jo imenujemo nativna konformacija proteina, da je le-ta 
funkcionalen (1). Pravilno zvijanje proteinov pa ni pomembno samo za zagotavljanje 
ustrezne funkcije proteina, temveč tudi za preprečevanje manifestacije in napredovanja 
številnih bolezni, kot so rak, avtoimunska obolenja, nevrodegenerativne in nalezljive 
bolezni (2). 
Molekule, ki skrbijo za normalno proteinsko homeostazo, imenujemo šaperoni.  
Molekularni šaperoni so proteini, ki preprečujejo nepravilne povezave med aminokislinami 
in olajšajo pravilno zvijanje drugih celičnih proteinov, imenovanih šaperonski substrati (3). 
Šaperoni svojim substratom pomagajo pridobiti nativno konformacijo, brez da bi bili 
prisotni v njihovi končni strukturi (1). 
Šaperoni so znani pod imenom stresni proteini oziroma proteini toplotnega šoka (ang. 
heat-shock proteins, Hsp) (1). Ime izvira iz dejstva, da njihova znotrajcelična koncentracija 
naraste pod stresnimi pogoji, kot so povišana temperatura (3), sprememba znotrajceličnega 
redoks potenciala, izpostavljenost težkim kovinam, pomanjkanje glukoze ter ob virusnih 
okužbah (4). Kljub temu, da njihovo ime nakazuje na to, da so v celicah prisotni le pod 
stresnimi pogoji, temu ni tako. Nekateri proteini toplotnega šoka so namreč konstitutivno 
izraženi šaperoni, ki v celicah svoje naloge opravljajo tudi v normalnih razmerah  (3). 
Proteini toplotnega šoka so razdeljeni v več različnih skupin glede na njihovo molekulsko 
maso. Najpomembnejše skupine stresnih proteinov so skupine Hsp27, Hsp40, Hsp60, 
Hsp70 in skupina Hsp90 (5). Numerično indeksiranje predstavlja molekulske mase  teh 
proteinov v kDa (6). 
Majhni proteini toplotnega šoka, veliki od 12–42 kDa (7), za razliko od velikih stresnih 
proteinov, za opravljanje svojih funkcij ne potrebujejo molekul ATP (6). Proteini iz skupin 
Hsp60, Hsp70 in Hsp90 pa so proteini z ATPazno aktivnostjo, ki spodbujajo pravilno 
zvijanje svojih substratov preko ciklov vezave in sproščanja ATP ter ko-šaperonov (1). 
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11B .2. Hsp90 
Hsp90 (90 kDa veliki protein toplotnega šoka) je molekularni šaperon, ki interagira z več 
sto šaperonskimi substrati t.i. klienti. Med klienti Hsp90 lahko najdemo mnoge proteinske 
kinaze, transkripcijske faktorje in steroidne receptorje, ki imajo ključen pomen pri celični 
signalizaciji in prilagoditvi organizma na stres (8). Hsp90 svoje kliente stabilizira ter 
poskrbi za njihovo pravilno zvijanje in s tem aktivacijo. Sodeluje tudi pri njihovem 
usmerjanju v proteasomsko razgradnjo. Posledično ima ključno vlogo pri transdukciji 
signalov, preoblikovanju kromatina, epigenetski regulaciji ter morfološki evoluciji (9). 
V evkariontih lahko najdemo štiri izoforme Hsp90 (2), ki se nahajajo v različnih delih 
celice (10). V citosolu lahko najdemo dve izoformni obliki, in sicer Hsp90α in Hsp90β. 
Oblika β je konstitutivna, kar pomeni, da je v celici izražena v fizioloških razmerah, 
medtem ko je oblika α inducibilna, torej se njena ekspresija poveča pod stresnimi pogoji  
(11). Poleg citosolnih oblik lahko v mitohondriju najdemo še izoformo TRAP1 (ang. tumor 
necrosis factor receptor-associated protein 1), v endoplazemskem retikulumu pa 
izoformno obliko Grp94 (ang. glucose-regulated protein 94) (10). 
28B1.2.1. Struktura in funkcija 
Hsp90 prevladuje predvsem v citoplazmi, kjer obstaja pretežno kot homodimer. Vsak 
homodimer je sestavljen iz dveh monomerov, ki sta sestavljena iz treh glavnih domen – N-
končne domene (NKD, ang. N-terminal domain, NTD), srednje domene (SD, ang. middle 
domain, MD) in C-končne domene (CKD, ang. C-terminal domain, CTD) (3). V 
evkariontskih celicah lahko poleg prej omenjenih domen, najdemo še kratko dinamično  
nabito regijo (NR, ang. charged region, CR), ki med seboj povezuje NKD in SD. Gre za 
regijo, ki ima spremenljivo dolžino, aminokislinsko sestavo in naboj (11). 
NKD je ATPazna domena, v kateri se nahaja vezavno mesto za nukleotide in majhne 
molekule, kot sta geldanamicin (GA) in tanespimicin (17-AAG). SD je nujna za aktivacijo  
ATPaze ter posledično hidrolizo molekule ATP, saj je odgovorna za vezavo γ-fosfata ATP. 
Prav tako se na SD nahajajo vezava mesta za kliente Hsp90 in ko-šaperone. CKD prispeva 
k dimerizaciji Hsp90 in vezavi ko-šaperonov (5). V njej lahko najdemo značilno peptidno 
zaporedje MEEDV, ki deluje kot vezavno mesto za ko-šaperone, ki imajo v svoji strukturi 
prisotno domeno TPR (ang. tetratricopeptide repeat) (10). Poleg vezavnih mest za ko-
šaperone pa CKD vsebuje tudi vezavno mesto za nukleotide, na katerega se nukleotidi 
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vežejo po tem, ko je žep za vezavo le-teh na NKD zapolnjen. Vezavno mesto za nukleotide 
na CKD tako deluje kot alosterični regulator ATPazne aktivnosti NKD (slika 1) (11). 






















Slika 1: Osnovna struktura in funkcije Hsp90. 
29B1.2.2. Šaperonski cikel Hsp90 
Hsp90 je protein z ATPazno aktivnostjo, ki spodbuja pravilno zvijanje svojih substratov 
preko ciklov vezave in sproščanja ATP ter ko-šaperonov (1). 
V šaperonskem ciklu je Hsp90 podvržen mnogim konformacijskim spremembam (12). V 
odsotnosti nukleotida Hsp90 zavzame obliko črke V, t.i. odprto konformacijo (12), v kateri 
je dimeriziran le na območju CKD (13). Vezava nukleotida povzroči dimerizacijo NKD, ki 
inducira tudi konformacijsko spremembo pokrova (ang. ATP lid), ki ujame ATP (14). 
Hsp90, z vezanim nukleotidom, je dimeriziran tako na N- kot tudi na C-koncu in zavzame 
bolj kompaktno, t.i. zaprto konformacijo. V zaprti konformaciji so katalitične stranske 
verige orientirane tako, da omogočajo učinkovito hidrolizo molekule ATP (12). Po 
hidrolizi ATP do ADP in anorganskega fosfata (iP), NKD disociira in Hsp90 znova 
zavzame odprto konformacijo (13). 
Hsp90 ima sam po sebi nizko encimsko aktivnost (15). Encimska aktivnost se spreminja 
vzporedno s spremembami konformacije Hsp90. Glavna konformacijska sprememba, ki 
vpliva na hitrost ATPazne aktivnosti je dimerizacija NKD in posledična tvorba zaprte 
konformacije. Dimerizacija NKD je torej omejujoča stopnja v šaperonskem ciklu Hsp90, 
ki določa hitrost poteka tega cikla (12, 15). 
Funkcijo Hsp90 nadzira več različnih dejavnikov (post-translacijske modifikacije, ko-
šaperoni, klienti), med katerimi so ko-šaperoni najpomembnejši regulatorji šaperonskega 
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cikla (preglednica I) (15). Ko-šaperoni regulirajo šaperonski cikel tako, da stabilizirajo 
določeno konformacijo Hsp90 in s tem njegovo aktivacijsko stanje (slika 2) (16). Nekateri 
stabilizatorji zaprte konformacije povečujejo hitrost ATPazne aktivnosti in s tem hitrost 
poteka šaperonskega cikla. Izmed aktivatorjev ima ko-šaperon AHA1 (ang. activator of 
Hsp90 ATPase-1) najbolj izrazit aktivacijski učinek na ATPazno aktivnost Hsp90 (12). 
Ko-šaperona HOP/STIP1 (ang. Hsp70-Hsp90 organizing protein/stress-inducible 
phosphoprotein 1) in CDC37 (ang. cell division cycle homologue 37) ter zaviralci NKD 
imajo ravno obraten učinek kot AHA1, saj zavirajo začetne konformacijske spremembe 
Hsp90 in s tem preprečujejo dimerizacijo NKD ter posledično tvorbo zaprte konformacije. 
Stabilizatorji zaprte konformacije, ki je pripravljena na hidrolizo ATP, pa zmanjšujejo 
hitrost poteka šaperonskega cikla ter s tem uravnavajo čas, v katerem je Hsp90 v stiku s 
svojimi substrati. Med take stabilizatorje uvrščamo ko-šaperon PTGES3 (ang. 
prostaglandin E synthase 3), poznan tudi pod imenom p23 (8). 
 
Slika 2: Šaperonski cikel Hsp90.  
 
V šaperonski cikel Hsp90 pa niso vključeni samo nukleotidi in ko-šaperoni, ampak tudi 
klienti tega proteina toplotnega šoka. Hsp90 svoje kliente stabilizira ter poskrbi za njihovo 
pravilno zvijanje in s tem aktivacijo. Sodeluje tudi pri njihovem usmerjanju v 
proteasomsko razgradnjo (9). 
S črko N je označena NKD, s črko M SD in črko C CKD. 
Črtkana puščica odraža težavnost tvorbe zaprte konformacije Hsp90 v odsotnosti AHA-1. 
Povzeto po (8). 
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Hsp90 kliente prevzame od Hsp70. Povezavo med Hsp90 in Hsp70 spodbuja ko -šaperon 
HOP/STIP1 preko sočasne vezave na C-konca obeh proteinov toplotnega šoka. Hsp 70 in 
HOP/STIP1 sta odgovorna za prepoznavo substratov in njihovo vezavo na SD Hsp90 (17). 
Po vezavi substratov na Hsp90, AHA1 sproži konformacijske spremembe, ki vodijo v 
dimerizacijo NKD ter s tem aktivacijo ATPazne aktivnosti Hsp90. Ob tem Hsp70 in 
HOP/STIP1 disociirata iz Hsp90 in tako dodatno spodbudita tvorbo zaprte konformacije  
(18). Hidroliza ATP na območju NKD vodi do zvijanja proteinskih substratov ter odpiranja 
NKD in posledične tvorbe odprte konformacije. Ponovna vzpostavitev začetne odprte 
konformacije Hsp90 povzroči sproščanje pravilno zvitih in aktiviranih substratov (12). 
Preglednica I: Pregled ko-šaperonov Hsp90.  




Učinek na ATPazno 
aktivnost Hsp90 
















Šaperoni imajo poleg svoje vloge pri zvijanju in aktivaciji proteinov pomembno vlogo tudi 
pri njihovi proteasomski razgradnji. Na ta način skrbijo za proteinsko homeostazo, ki 
temelji na ravnovesju med zvijanjem in razgradnjo proteinov. Podobno kot zvijanje, 
sposobnost šaperonov, da posredujejo razgradnjo proteinov, uravnavajo ko-šaperoni (19). 
Najpomembnejši ko-šaperon, ki je vključen v označevanje substratov za razgradnjo, je 
CHIP (ang. C-terminal Hsp70 binding protein). CHIP je ubikvitinska ligaza E3, ki se na 
CKD Hsp90 veže preko domene TPR v svoji strukturi (20). Na ta način Hsp90 poveže z 
encimi, ki so odgovorni za proteasomsko razgradnjo posredovano z ubikvitinom (17). 
30B1.2.3. Hsp90 in rak 
Za razliko od normalnih celic imajo maligne rakave celice sposobnost neomejenega 
razmnoževanja. V normalnih celicah so prisotni mehanizmi, ki regulirajo proliferacijo, 
rast, diferenciacijo celic ter celično smrt, medtem ko so ti mehanizmi v rakavih celicah 
spremenjeni (10). Čeprav se lastnosti rakavih celic različnih tumorjev med seboj 
Povzeto po (12). 
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razlikujejo, jim je vsem skupnih šest bistvenih sprememb v celični fiziologiji. Lastnosti 
rakavih celic, ki skupaj podpirajo maligno rast, so: 
1. sposobnost razmnoževanja brez zunajcelične stimulacije, 
2. neomejeno razmnoževanje, 
3. neobčutljivost na protirastne signale, 
4. brezsmrtnost, 
5. spodbujanje angiogeneze, 
6. invazija tkiv in metastaziranje (21). 
Hsp90 je šaperon mnogih onkoproteinov (8), ki imajo ključen pomen pri maligni 
transformaciji (22). Klienti Hsp90, potrebni za razvoj tumorja, vključujejo receptorje s 
tirozin-kinazno aktivnostjo, proteine, ki prenašajo signale, transkripcijske faktorje, 
regulatorje celičnega cikla, antiapoptotične proteine in telomeraze  (23). Funkcija le teh in  
posledična proliferacija rakavih celic je odvisna od šaperonskega delovanja Hsp90, zato 
lahko za rakave celice trdimo, da so 'odvisne' od te molekule (preglednica II) (8, 10). 
Preglednica II: Klienti Hsp90 povezani z rakom.  
Receptorji s tirozin kinazno aktivnostjo HER2 (ERBB2), mutiran EGFR, c-kIT, MAP2K1 
(MEK), FLT3, VEGFR, IGF1R, EPHA2 
Proteini, ki prenašajo signale N-RAS, RAF1, mutiran BRAF, BCR-ABL, AKT, 
NMP-ALK, IKK, SRC 
Transkripcijski faktorji HIF1a, mutiran p53, estrogenski receptor α, 
androgenski receptor 
Regulatorji celičnega cikla CDK4, CDK6, PLK1, WEE1, PMYT1, ciklin D, 
mutiran RB 
Antiapoptotični proteini APAF1,survivin, RIPK1, BCL2 
Telomeraze hTERT 
Rakave celice proteinov toplotnega šoka ne potrebujejo samo za maligno transformacijo, 
temveč tudi za zaščito onkoproteinov pred stresnimi pogoji. Stresno okolje, neugodno za 
rast in razmnoževanje, si rakave celice ustvarijo same. Za proliferacijo namreč potrebujejo 
veliko količino nutrientov in kisika (23), pri tem pa ustvarijo hipoksično mikrookolje  z 
neugodnim pH, v katerem primanjkuje hranil (3). Ekspresija Hsp90 je povečana pod 
stresnimi pogoji, zato imajo rakave celice, ki so tem pogojem pogosto izpostavljene, 
zvišano znotrajcelično koncentracijo Hsp90 (23). 
Povzeto po (23). 
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Povečana ekspresija enega ali več proteinov toplotnega šoka je skupna značilnost tako 
trdnih tumorjev kot tudi hematoloških malignosti (24). Zvišane koncentracije Hsp90 so 
povezane z negativno prognozo mnogih malignih bolezni (25). Hsp90 pa ni vpleten le v  
patofiziologijo rakavih obolenj, temveč tudi v manifestacijo in napredovanje številnih 
drugih bolezni, kot so avtoimunska obolenja, nevrodegenerativne in nalezljive bolezni  
(preglednica III) (2). 
Preglednica III: Vpletenost Hsp90 v bolezni.  
Razred bolezni Vrsta bolezni 
Nalezljive bolezni 







Okužbe s paraziti • Leishmania spp. 
• Plasmodium spp. 
• Toxoplasma spp. 
• Eimeria spp. 
• Trypanosoma spp. 
 
Nenalezljive bolezni 
Nevrodegenerativne bolezni • Alzheimerjeva bolezen 
• Parkinsonova bolezen 
• Huntingtonova bolezen 
• Spinalna mišična atrofija 
 
Rakava obolenja • Li-Fraumenijev sindrom 
• Rak na dojki 
• Melanom 
• Levkemija 
• Karcinom debelega črevesa 
• Nedrobnocelični pljučni rak 
• Rak na prostati 
 
Hsp90 je zaradi svoje ključne vloge v patofiziologiji raka potencialna tarča novih 
protitumornih zdravilnih učinkovin (5). Koncept zaviranja Hsp90 sprva sicer ni bil najbolj 
obetaven, saj je predvideval inhibicijo proteina, ki je v veliki meri izražen v normalnih 
celicah in posledično toksičnost zaviralcev Hsp90 (26). Kljub začetnemu skepticizmu pa je 
koncept zaviranja Hsp90 v zadnjih dveh desetletjih pritegnil veliko zanimanja za 
zdravljenje rakavih obolenj. Zaviralci Hsp90 so namreč izjemno selektivni za rakave celice 
v primerjavi z normalnimi celicami in se predominantno zadržujejo v tumorskem tkivu, 
Povzeto po (15). 
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medtem ko se hitro odstranijo iz krvnega obtoka in normalnih tkiv (27). Glavni vzrok 
selektivnosti je 'odvisnost' rakavih celic od Hsp90 – Hsp90 namreč skrbi za pravilno 
zvijanje in aktivacijo onkoproteinov pod stresnimi pogoji, zaradi katerih je ekspresija 
Hsp90 v rakavih celicah višja (4–6% celokupnih proteinov) kot v normalnih celicah (1 –
2%). Poleg tega Hsp90 s ko-šaperoni v rakavih celicah tvori superšaperonski kompleks, ki 
ima izrazitejšo ATPazno aktivnost v primerjavi z Hsp90 v normalnih celicah, ki 
superšaperonskega kompleksa ne tvori (28). 
Ker je Hsp90 šaperon mnogih onkoproteinov (8), klinična indikacija zaviralcev  Hsp90 ni 
jasna. Uporaba zaviralcev Hsp90 naj bi bila najbolj smiselna pri tistih vrstah raka, kjer ima 
onkoprotein, ki je substrat Hsp90, ključen pomen pri manifestaciji in napredovanju 
rakavega obolenja (preglednica IV) (27). 
Preglednica IV: Substrati Hsp90, vključeni v maligno transformacijo.  
Substrat Hsp90 Vrsta raka 
HER2 Rak na dojki 
RAF1 / mutiran BRAF Melanom 
BCR-ABL Kronična mieloična levkemija 
Mutiran EGFR Nedrobnocelični pljučni rak 
12B .3. Možni načini zaviranja Hsp90 
31B .3.1. Zaviranje ATPazne aktivnosti Hsp90 
Vsi zaviralci Hsp90, ki so v preteklosti dosegli različne faze kliničnih preizkušanj, 
blokirajo vezavo ATP na N-končni domeni (30). Zaviralci NKD delujejo tako, da 
posnemajo strukturo molekule ATP (26) in na ta način preprečujejo njeno vezavo v 
nukleotidno vezavno mesto ter posledično hidrolizo te molekule. Zaviralci s tem zavirajo 
šaperonski cikel, kar vodi do razgradnje substratov Hsp90 in morebitne celične smrti (31). 
49B1.3.1.1. Prva generacija zaviralcev ATPazne aktivnosti Hsp90 
Prvi naravni odkriti zaviralec ATPazne aktivnosti Hsp90 na NKD je bil geldanamicin 
(slika 3) (32), ki ga uvrščamo v skupino benzokinonskih antibiotikov ansamicina (27). 
Geldanamicin je izkazoval prepričljivo in vitro in in vivo protitumorno delovanje, vendar 
zaradi svoje hepatotoksičnosti ni bil primeren za nadaljn ji klinični razvoj. Kljub 
neustreznosti za uporabo v kliniki, je geldanamicin pripomogel k prepoznavi Hsp90 kot 
Povzeto po (29). 
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potencialne tarče protitumornih zdravilnih učinkovin in k razvoju  novih polsinteznih 
zaviralcev Hsp90 (33). 
Polsintezni analogi geldanamicina so bili pridobljeni z modifikacijami molekule na mestu 
17. 17-AAG (tanespimicin, slika 3) je imel v primerjavi z geldanamicinom nižjo toksičnost 
in višjo afiniteto za rakave celice. Čeprav je tanespimicin izkazoval spodbudne biološke in  
farmakološke lastnosti, je njegov nadaljnji razvoj omejevala slaba topnost, zaradi katere je 
bila formulacija tanespimicna v ustrezno farmacevtsko obliko izredno zahtevna. Boljšo 
topnost kot tanespimicin je izkazoval polsintezni analog geldanamicina 17 -DMAG 
(alvespimicin, slika 3). Alvespimicin je obdržal močno protitumorno delovanje ob 
izboljšanju topnosti s pomočjo tvorbe soli, vendar je njegov klinični razvoj prav tako kot 
pri geldanamicinu omejevala hepatotoksičnost (27). 
Hepatotoksičnost je glavni omejitveni dejavnik kliničnega razvoja geldanamicina in 
njegovih analogov. Vzrok jetrne toksičnosti je reaktiven benzokinon prisoten v njihovi 
strukturi (27). Kinon se s pomočjo eno-elektronske reduktaze namreč reducira do 
polkinonskega radikala, polkinonski radikal pa nadalje reducira kisik do superoksida, ki je 
izredno reaktiven kisikov anion. Tvorba reaktivnih kisikovih spojin naj bi bila preko tega 
mehanizma povezana s hepatotoksičnostjo geldamicina in njegovih analogov  (34). 
Redukcija kinona v strukturi analogov zmanjša hepatotoksičnost in za več kot 4000 -krat 
poviša topnost spojine (27). Primer analoga, ki v svoji strukturi vsebuje reduciran kinonski 
oziroma hidrokinonski strukturni element, je spojina IPI-504 (retaspimicinijev klorid, slika 
3), ki je prestala II. in III. fazo kliničnih testiranj (35). 
    





Slika 3: Geldanamicin in analogi. 
 
Povzeto po (35). 
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50B1.3.1.2. Druga generacija zaviralcev ATPazne aktivnosti Hsp90 
Z namenom izboljšanja biološke uporabnosti in zmanjšanja toksičnosti je prišlo do razvo ja 
druge generacije zaviralcev Hsp90. Iz farmakoforne perspektive večina spojin druge 
generacije v svoji strukturi vsebuje resorcinolni del ali posnema purinsko ogrodje  (35). 
Resorcinolni del v strukturi spojine je značilen za radicikol in njegove analoge  (35), 
medtem ko purinsko ogrodje posnema prva skupina majhnih sinteznih molekul, ki delujejo 
kot zaviralci Hsp90 (28). 
Radicicol in njegovi analogi 
Radicikol (slika 4) je spojina naravnega izvora, ki podobno kot geldanamicin zavira 
ATPazno aktivnosti Hsp90 na N-koncu. Kljub močni in vitro učinkovitosti je radicikol in  
vivo popolnoma neučinkovit. Pomanjkanje in vivo protitumorske aktivnosti lahko 
pripišemo epoksidu in konjugiranemu dienofilu, metabolično labilnim strukturam , 
prisotnim v molekuli radicikola. Z uvedbo oksima v strukturo konjugiranega dienofila so 
bili razviti metabolno stabilnejši ter in vivo učinkovitejši analogi radicikola (slika 4 ) (27, 
28). 
   
Radicikol Pokoksim KF-25706 
Slika 4: Oksimski analogi radicikola. 
Purinski derivati 
Prva skupina majhnih sinteznih molekul, ki delujejo kot zaviralci Hsp90, je bila zasnovana 
na osnovi purinskega ogrodja. Purinsko ogrodje posnema edinstveno obliko molekule 
ATP, ki jo le ta zavzame znotraj vezavnega mesta za nukleotide na NKD (28). 
Prvi purinski in hkrati tudi prvi sintezni zaviralec Hsp90 je spojina PU3, ki je racionalno 
zasnovana na osnovi ko-kristalnih struktur Hsp90 in njegovih ligandov (geldanamicin, 
radicikol, nukleotidi). Strukturo PU3 (slika 5) lahko razdelimo na 3 dele, in sicer na 
purinski del, linker in arilni del. Motiv purin-linker-aril, prisoten v PU3, je vključen v 
strukture nadaljnjih spojin, ki so osnovane na purinskem skeletu (CNF2024/BIIB021, PU-
H71, MPC-3100, CUDC-305, slika 5) (35). 
Povzeto po (27, 36). 
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Glavne izboljšave sinteznih purinskih derivatov v primerjavi z zaviralci Hsp90 naravnega 
izvora in polsinteznimi analogi so dobra vodotopnost, peroralna biološka uporabnost ter 
metabolna stabilnost (28). 
  
PU3 CNF2024/BIIB021 (per os aplikacija) 
   
PU-H71 (i.v. aplikacija) MPC-3100 (per os aplikacija) CUDC-305 (per os aplikacija) 
Slika 5: Purinski zaviralci Hsp90. 
Kljub obetavni protitumorski aktivnosti v predkliničnih študijah imajo zaviralci  ATPazne 
aktivnosti Hsp90 na NKD omejitve, zaradi katerih so zaenkrat klinično neuporabni.  Poleg 
toksičnosti je ena izmed njihovih glavnih omejitev indukcija odziva toplotnega šoka. 
Zaviralci NKD namreč povzročijo sproščanje faktorja toplotnega šoka 1 (ang. heat shock 
factor 1, HSF1), ki v celičnem jedru deluje kot prepisovalni dejavnik, ki poveča ekspresijo  
Hsp90, Hsp70, Hsp40 in Hsp27 ter na ta način inducira odziv toplotnega šoka  (31). 
Povečana ekspresija proteinov toplotnega šoka zmanjša občutljivost rakavih celic ter ojača 
njihovo rezistenco na zaviralce NKD (37). K rezistenci rakavih celic na zaviralce NKD 
pripomoreta tudi povečana hitrost metabolizma omenjenih protitumornih zdravilnih 
učinkovin (31) in povečana ekspresija P-glikoproteinov, ki so odgovorni za črpanje 
ksenobiotikov iz celic (38). 
Ključnega pomena za nadaljnji razvoj zaviralcev Hsp90 je torej identifikacija spojin, ki ne 
inducirajo odziva toplotnega šoka in ne povečajo ekspresije P-glikoproteinov (31). V ta 
namen se preiskuje več alternativnih pristopov zaviranja Hsp90, med drugim tudi zaviranje 
ATPazne aktivnosti Hsp90 na CKD ter zaviranje interakcij med ko-šaperoni in Hsp90 (37). 
Povzeto po (35). 
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51B .3.1.3. Zaviralci ATPazne aktivnosti Hsp90 na CKD 
Z namenom identifikacije spojin, na katere so rakave celice bolj občutljive in manj 
rezistentne, je bilo odkrito novo vezavno mesto za protitumorne učinkovine na območju 
CKD Hsp90 (37). To je vezavno mesto za nukleotide na CKD, na katerega se ATP veže po 
tem, ko je žep za vezavo le tega na NKD zapolnjen (16). Vezavno mesto za nukleotide na 
CKD deluje kot alosterični regulator ATPazne aktivnosti NKD (11). Zaviralci CKD tako 
vplivajo na delovanje Hsp90 (30) in izkazujejo protitumorno aktivnost (16). 
Vezavno mesto za ATP na CKD je med drugim ena izmed tarč kumarinskih antibiotikov 
(novobiocin, klorobiocin, kumermicin A1). Novobiocin, prvi zaviralec ATPazne aktivnosti 
Hsp90 na CKD, prav tako kot ostali kumarinski antibiotiki, izkazuje slabo afiniteto za 
Hsp90 v primerjavi z afiniteto za druge tarče (37). Njegova antiproliferativna aktivnost je 
zato minimalna (SKBr3, IC50 = 700 μM). Kljub nizki aktivnosti, pa je novobiocin služil 
kot osnova za študije odnosa med strukturo in delovanjem ter posledičnega razvoja 
analogov novobiocina, ki so izkazovali boljšo antiproliferativno aktivnost (slika 6) (39). 
Molekulo novobiocina (slika 6) lahko razdelimo na tri strukturne dele – benzamidno 
stransko verigo, kumarinsko jedro in sladkorni del (noviozo) (39–41). Benzamidna 
stranska veriga s tarčo tvori hidrofobne interakcije, medtem ko novioza preko amino 
skupine karbamata tvori vodikove vezi. Tako benzamidni del molekule kot tudi novioza 
imata ključen pomen za zaviranje Hsp90. Z modifikacijami strukturnih fragmentov lahko 
vplivamo na delovanje analogov novobiocina (39). 
 
Slika 6: SAR novobiocina. 
 
S spremembami v amidni stranski verigi lahko dosežemo ali antiproliferativno ali 
nevroprotektivno delovanje. Analogi novobiocina, ki imajo v amidni stranski verigi vsaj 
pet ogljikovih atomov, izkazujejo antiproliferativno delovanje, medtem ko analogi s 
krajšimi stranskimi verigami delujejo nevroprotektivno. Glede na empirične  ugotovitve 
Z zeleno je označena benzamidna stranska veriga, z oranžno  
kumarinsko jedro in z modro sladkorni del. Povzeto po (39,40). 
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lahko pri petih ogljikovih atomih v amidni stranski verigi postavimo arbitrarno mejo, pri 
kateri se analogi novobiocina iz nevroprotektivnih spremenijo v antiproliferativne spojine  








Glavni nalogi osrednjega kumarinskega jedra novobiocina sta ohranjanje ustrezne razdalje 
med amidnimi stranskimi verigami in sladkornim delom molekule ter usmerjanje l e teh v 
njihov vezavni žep na CKD Hsp90. Z namenom ohranjanja funkcije jedra morajo biti 
zamenjave kumarinskega obroča hkrati planarne in dovolj fleksibilne, da  omogočijo 
ustrezno orientacijo stranskih verig. Bifenilni fragment se je izkazal kot ustrezna 
alternativa kumarinskega obroča, saj zaradi svoje fleksibilnosti v vezavnem žepu zavzame 
ustrezno konformacijo. Z nadaljnjimi modifikacijami bifenilnega jedra so bili pridobljeni 
analogi novobiocina z izboljšano antiproliferativno aktivnostjo, ki so osvetlili nove 
informacije glede odnosa med strukturo jedra in delovanjem C-končnih zaviralcev Hsp90 
(slika 8). Fenilni obroč A je nujen za antiproliferativno delovanje, medtem ko s 
strukturnimi spremembami obroča B lahko izboljšamo aktivnost analogov novobiocina. 
Zamenjava obroča B mora ohraniti ustrezno razdaljo (7,7–12,1 Å) med dušikovim atomom 
N-metilpiperidina in bifenilnim podaljškom amidne vezi. Zaradi močne antiprolif erativne 
aktivnosti fenilcikloheksil karboksamidnih analogov se je za najbolj optimalno alternativo 
obroča B izkazal cikloheksil. Fenilcikloheksilno jedro stranske verige v vezavni žep 
orientira na drugačen način kot kumarinski obroč ali bifenil, kar se odraža v izboljšani 
aktivnosti analogov (39, 40). 





Slika 7: Modifikacije benzamidne stranske verige novobiocina. 













SKBr, IC50 = 0,17 ± 0,02 
Slika 8: Modificirani analogi novobiocina. 
Sladkor v molekuli novobiocina lahko zamenjajo strukturni fragmenti, ki so tako kot 
novioza sposobni tvorbe vodikovih vezi, vendar so sintezno dostopnejši (40). Kompleksen 
sladkorni del je v analogih novobiocina nadomeščen z amini, ki se razlikujejo v dolžini 
linkerja, sposobnosti tvorbe vodikovih vezi in steričnega oviranja. Podobno 
antiproliferativno aktivnost izkazujejo analogi, ki na mestu novioze vsebujejo ciklične in  
aciklične amine ali večje sterične ovire, medtem ko so se analogi, ki imajo v svoji s trukturi 
na mestu novioze daljše linkerje, izkazali za manj aktivne  (39). Izmed vseh alternativ kaže, 
da je piperidin optimalna izbira za zamenjavo novioze (slika 9) (40). 
 
 
Povzeto po (39). 




     
R 
 
   
MCF-7, IC50 
[μM] 
0,22 ± 0,01 0,34 ± 0,02 0,34 ± 0,01 1,28 ± 0,71 
Slika 9: Antiproliferativna aktivnost fenilcikloheksil karboksamidnih analogov 
novobiocina z modifikaciranim sladkornim delom molekule. 
32B1.3.2. Zaviranje interakcij med Hsp90 in ko-šaperoni 
Čeprav je zaviranje ATPazne aktivnosti Hsp90 najbolj enostaven in neposreden način 
zaviranja Hsp90, zaviralci NKD kot tudi CKD neselektivno vplivajo na vse kliente Hsp90 
(43). Zahteven, vendar potencialno bolj specifičen pristop , je identificirati spojine, ki 
blokirajo interakcije med Hsp90 in ko-šaperoni – t.i. zaviralce interakcij protein-protein 
Hsp90 (ang. protein-protein interaction inhibitors of Hsp90, PPI). Interakcije med proteini 
so osnova šaperonskega cikla, v katerem proteinsko-proteinske interakcije med seboj 
tvorijo proteini toplotnega šoka, ko-šaperoni in substrati. Preko udeleženosti v 
šaperonskem ciklu imajo interakcije protein-protein pomembno vlogo v signalnih poteh, ki 
vodijo do nastanka, napredovanja, invazije in metastaziranja raka (44). Zaviranje interakcij 
med Hsp90 in ko-šaperoni je tako alternativna, bolj specifična strategija zaviranja 
šaperonske funkcije Hsp90 z namenom protitumorskega delovanja (43, 44). 
V šaperonskem ciklu Hsp90 lahko prepoznamo več potencialnih tarč za zaviranje 
interakcij med proteini. Zaviralci interakcij protein-protein lahko ciljajo na interakcijo med 
Hsp90 in AHA1, med Hsp90 in HOP/STIP1, med Hsp90 in CDC37 ter interakcijo med 
Hsp90 in p23 (28, 44). 
Z zaviranjem točno določene interakcije med Hsp90 in ko-šaperonom, zaviralci interakcij 
protein-protein specifično vplivajo na točno določen korak v šaperonskem ciklu. Zaradi 
selektivnega delovanja naj bi bili zaviralci interakcij med Hsp90 in ko-šaperoni manj 
toksični kot zaviralci ATPazne aktivnosti, ki neselektivno zavirajo zvijanje in aktivacijo 
substratov Hsp90 na vseh stopnjah šaperonskega cikla (2). 
Povzeto po (39). 
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33B1.3.3. Alternativni pristopi zaviranja Hsp90 
Poleg zgoraj omenjenih mehanizmov se lahko zaviranja Hsp90 lotimo z alternativnimi 
pristopi. Zaviralci interakcij med proteini lahko vplivajo tudi na interakcije med Hsp90 in 
klienti tega proteina toplotnega šoka in ne le na interakcije med Hsp90 in ko-šaperoni. Z 
zaviranjem točno določene interakcije med Hsp90 in njegovim klientom, zaviralci 
interakcij protein-protein specifično vplivajo na točno določen onkoprotein v šaperonskem 
ciklu in na ta način, podobno kot zaviralci interakcij med Hsp90 in ko-šaperoni, 
zagotavljajo večjo selektivnost v primerjavi z zaviralci ATPazne aktivnosti (26, 28). 
Zaviranja Hsp90 se lahko lotimo tudi preko vpliva na post-translacijske modifikacije tega 
proteina, njegovih klientov in ko-šaperonov (26, 28). Post-translacijske modifikacije, kot 
so fosforilacija, acetilacija, metilacija, S-nitrozilacija in ubikvitinacija, lahko namreč 
uravnavajo delovanje Hsp90. Delovanje lahko regulirajo direktno, preko modifikacije 
proteina samega, ali indirektno, preko modifikacije klientov ali ko-šaperonov Hsp90 (45). 
Ena izmed pomembnejših post-translacijskih modifikacij je fosforilacija Hsp90 s tirozin 
kinazo Wee1 (26). Wee1 fosforilira tirozinski ostanek v NKD Hsp90, kar pozitivno vpliva 
na sposobnost Hsp90, da interagira z onkoproteinskimi kinaznimi substrati, kot so HER2, 
SRC, CDK4 in tirozin kinaza Wee1 sama. Nasprotno, odsotnost fosforilacije na tem 
tirozinskem ostanku poveča dovzetnost Hsp90 na zaviralce, kar pomeni, da lahko z 
zaviranjem fosforilacije tirozina povečamo občutljivost rakavih celic na zaviralce  Hsp90 
(46). 
Zadnji alternativni način je zaviranje posameznih izoform proteina Hsp90 (26, 28). Čeprav 
je prisotno pomanjkanje informacij o specifičnih vlogah različnih izoform, je znano, da so 
določeni klienti in zaviralci Hsp90 izoformno specifični. Geldanamicin in radicikol na 
primer zavirata ATPazno aktivnost tako Hsp90α kot tudi Hsp90β, medtem ko purinski 
derivati zavirajo predvsem delovanje α izoforme (28). Sicer še vedno ni znano ali bi 
izoformna specifičnost zaviralcev koristila pri določeni vrsti raka (28), vendar z 
identifikacijo izoformno specifičnih zaviralcev lahko pridobimo informacije o funkciji 
posameznih izoform in njihovi vlogi pri maligni transformaciji različnih vrst raka  (2). 
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1B2. Namen dela 
V okviru magistrske naloge želimo proučiti vpliv strukture terciarnih aminov na 
antiproliferativno delovanje piperidinskih zaviralcev CKD proteina Hsp90. S tem 
namenom bomo sintetizirali spojine, katerih substituente, pripete na piperidinski amin, 
bodo imele čim bolj raznolike lastnosti. Spojina 7, analog spojine TVS-21 (47), bo 
izhodišče za sintezo končnih spojin, ki jih bomo pripravili s postopkom reduktivnega 
aminiranja in alkiliranja. Večjega dela izhodiščne spojine ne bomo spreminjali, variirali 
bomo le aminski del molekule. Na ta način bomo ohranili lastnosti spojin, za katere vemo, 
da so pomembne za tvorbo interakcij s tarčo (slika 10). Antiproliferativno aktivnost 
končnih spojin bomo določili s testom preživetja celic v človeški celični liniji raka dojke 
MCF-7 ter na podlagi rezultatov proučili odnos med strukturo in delovanjem. 
 
Slika 10: Izhodiščna spojina 7 
Željo po proučevanju vpliva strukture terciarnih aminov na antiproliferativno delovanje 
zaviralcev CKD proteina Hsp90 je sprožila spojina TZZ-11 (slika 11), ki ima na 
piperidinskem aminu vezano metilno substituento. V primerjavi z izhodiščno spojino 7  se 
je izkazala z močnejšim antiproliferativnim delovanjem in s tem spodbudila razmišljanje o 
tem, kakšen vpliv ima struktura terciarnih aminov na delovanje proučevanih spojin. Tekom 
raziskovalnega dela bomo poskusili ugotoviti ali so terciarni amini bolj učinkoviti v 
primerjavi s sekundarnimi in če so, kakšne so lastnosti substituentov, ki omogočajo 
optimalno vezavo na tarčo ter njeno zaviranje. 
 
Slika 11: Spojina TZZ-11  
v svoji strukturi vsebuje sekundarni piperidinski amin. 
 
v svoji strukturi vsebuje terciarni piperidinski amin. 
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Z namenom proučitve substituentov na piperidinskem aminu je bila predhodno 
sintetizirana tudi spojina TZZ-42 (MCF-7, IC50 = 11,73 ± 4,73 μM, slika 12), ki se je 
izkazala za manj učinkovito v primerjavi s spojino TZZ-11 (MCF-7, IC50 = 1,29 ± 0,58 
μM). 
 
Slika 12: Spojina TZZ-42. 
Na piperidinski amin bomo zato pripenjali substituente, ki se med seboj razlikujejo v 
mnogih lastnostih. Substituenti bodo različni tudi od že prej proučevanih zgoraj omenjenih 
spojin (TZZ-11 in TZZ-42). Začeli bomo z manj polarnimi aromatskimi substituenti, 
nadaljevali z alifatskimi in končali z bolj polarnimi. Variirani substituenti na piperidinskem 
aminu se bodo med drugim razlikovali v polarnosti, velikosti in zmožnosti tvorbe 




   




aromatski substituenti   
 polarni substituenti 
Slika 13: Načrt variiranja substituentov na piperidinskem aminu izhodiščne spojine. 
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S pomočjo rezultatov testa preživetja celic in izračunanih vrednosti IC50 sintetiziranih 
končnih spojin, bomo na podlagi strukture spojin in pripadajočih vrednosti IC50 postavili 
farmakoforni model. Farmakoforni model nam bo dal informacijo o tem, katere sterične in  
elektronske lastnosti so potrebne za zagotovitev optimalnih molekularnih interakcij s CKD 
proteina Hsp90 in zaviranje njegove funkcije. Prav tako bomo s postavljenim 
farmakofornim modelom prepoznali ključne značilnosti modificiranega aminskega dela 
piperidinskih zaviralcev CKD proteina Hsp90, ki prispevajo k njihovemu 
antiproliferativnemu delovanju. 
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2B3. Materiali in metode 
13B .1. Materiali 
Pri izvedbi eksperimentalnega dela smo za sintezo spojin ter njihovo izolacijo uporabili 
reagente, organska in anorganska topila proizvajalcev Acros Organic, Alfa Aesar, Fluka, 
Merck, Sigma-Aldrich in TCI. Za izvedbo testa MTS smo uporabili tudi reagente 
proizvajalcev Gibco in Promega. 
14B3.2. Kromatografske metode 
34B .2.1. Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabili za kvalitativno ločbo spojin, prisotnih v 
reakcijskih zmeseh. S pomočjo TLC smo sledili poteku kemijskih reakcij ter določali 
prisotnost nečistot oziroma stranskih produktov. Poleg tega smo TLC uporabili tudi za 
izbiro mobilne faze, s pomočjo katere smo s kolonsko kromatografijo ločevali in čistili 
spojine iz zmesi. 
Za stacionarno fazo smo uporabili aluminijaste ploščice z 0,20 mm debelim nanosom 
silikagela proizvajalca Merck. Na ploščice TLC smo predhodno raztopljene vzorce 
nanašali s pomočjo steklene kapilare. Po nanosu vzorcev smo ploščice posušili, da smo 
odstranili topilo, v katerem so bili vzorci raztopljeni – s tem smo omogočili optimalno 
ločbo lis na kromatogramu. Nato smo kromatogram razvili v stekleni kadički z različnimi 
razmerji organskih topil, ki so imela vlogo mobilne faze. Spojine smo na razvitem 
kromatogramu detektirali s pomočjo UV lučke valovne dolžine 254 nm, v nekaterih 
primerih smo za detekcijo uporabili tudi orositvena reagenta ninhidrin in 2,4 -
dinitrofenilhidrazin. Z ninhidrinom smo detektirali amine, z 2,4-dinitrofenilhidrazinom pa 
aldehide in ketone. 
35B .2.2. Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabili za ločevanje in čiščenje spojin iz zmesi, kadar 
spojin predhodno nismo uspeli ločiti z ekstrakcijo ali prekristalizacijo. Pred izvedbo 
kolonske kromatografije smo s pomočjo TLC izbrali ustrezno mobilno f azo, v kateri je bila 
ločba komponent zmesi dovolj dobra, njihovi retencijski faktorji (Rf) pa dovolj nizki. 
Sledila je priprava kolone. Najprej smo na dno steklene kolone nanesli spodnjo plast peska, 
nato pa kolono napolnili s stacionarno fazo, omočeno v izbrani mobilni fazi. Kot 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm, proizvajalca 
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Merck. Količina silikagela, ki smo ga uporabili za pripravo kolone, je bila odvisna od mase 
nečistega vzorca (običajno 50–100-krat večja od mase surovega produkta). Ko je bila 
kolona pripravljena, smo nanjo nanesli vzorec, raztopljen v mobilni fazi, ter zgornjo plast 
peska, nad katero smo dodajali mobilno fazo. Nato smo začeli z elucijo, ki smo jo pospešili 
z nadtlakom. Tekom ločbe na koloni smo zbirali frakcije, ki smo jih analizirali s TLC. 
Spojine na razvitem kromatogramu smo detektirali s pomočjo UV lučke valovne dolžine 
254 nm, v nekaterih primerih smo za detekcijo uporabili tudi orositvena reagenta ninhidrin 
in 2,4-dinitrofenilhidrazin. S pomočjo TLC smo tako prepoznali frakcije, v katerih se je 
nahajala želena spojina. Ustrezne frakcije smo združili, jim odparili topilo in nadalje 
analizirali. 
15B3.3. Spektroskopske metode 
36B .3.1. Jedrska magnetna resonanca 
Z jedrsko magnetno resonanco smo posneli 1H NMR spektre, s pomočjo katerih smo 
določili strukture intermediatov in končnih produktov. Spektre smo posneli pri 400 MHz 
na spektrometru Bruker Avance III. Pred snemanjem spektrov smo vzorce raztopili v 
ustreznem topilu – devteriranem kloroformu (CDCl3) ali devteriranem dimetilsulfoksidu 
(DMSO-d6). Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Posnete spektre smo 
obdelali z ustrezno računalniško opremo. 
37B .3.2. Masna spektrometrija 
Z masno spektrometrijo smo posneli masne spektre, s pomočjo katerih smo določili 
natančne molekulske mase intermediatov in končnih produktov. Masne spektre 
intermediatov smo posneli na spektrometru Advion Expression CMS, medtem ko smo 
masne spektre končnih produktov posneli na spektrometru visoke ločljivosti (Exactive TM  
Plus Orbitrap Mass Spectrometer). 
16B3.4. Kolorimetrični test preživetja celic , t.i. test MTS 
Antiproliferativno aktivnost spojin smo določili s testom MTS v celični liniji raka dojke 
MCF-7 (celice raka dojke, pozitivne na estrogenske receptorje). Osnova testa MTS je 
redukcija tetrazolijeve spojine MTS do v vodi topnega formazana. Reakcija  poteče le v 
prisotnosti reducentov, kot sta NADH in NADPH, ki ju vsebujejo žive, metabolno aktivne 
celice. Bolj kot so celice metabolno aktivne, več reducirajočih molekul je prisotnih v 
reakcijski zmesi in koncentracija formazana je posledično višja. Stopnja tvorbe formazana 
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je primerljiva s stopnjo nastanka NADH in NADPH. Učinkovitost pretvorbe tetrazolija do 
formazana lahko povečamo z dodatkom sklopitvenega reagenta fenazin metosulfata 
(PMS), ki hitrost reakcije pospeši do 1000-krat (slika 14) (48). 
 
Slika 14: Redukcija MTS v formazan. 
 
Ker redukcija tetrazolija do formazana poteče le v živih celicah, lahko s pomočjo nastalega 
produkta ocenimo delež le-teh. Koncentracijo formazana smo določili z merjenjem 
absorbance pri 492 nm in preko le te izračunali citotoksične koncentracije aktivnih spojin. 
Test MTS smo izvedli v skladu s proizvajalčevimi navodili. Celice MCF-7 smo gojili v 
gojitvenem mediju MEM Eagle (Sigma-Aldrich, Velika Britanija), z dodatkom 2 mM L-
glutamina (Gibco, Brazilija), 100 UI/mL penicilina (Sigma-Aldrich, Izrael), 100 μg/mL 
streptomicina (Sigma-Aldrich, Izrael) in 10 % fetalnega govejega seruma (Gibco, Južna 
Amerika) pri temperaturi 37 °C, 100 % vlažnosti in 5 % ravni CO2. Celice smo nato 
nasadili na testno ploščico s 96 vdolbinicami. Gostota nasajenih celic na vdolbinico je 
znašala 2000. Testno ploščico smo inkubirali čez noč pri temperaturi 37  °C, 100 % 
vlažnosti in 5 % ravni CO2. Po 24 urah smo na celice nanesli raztopine testnih spojin, 
pozitivno (1 μM 17-DMAG) in negativno (0,5 % DMSO) kontrolo ter celice ponovno 
inkubirali pod enakimi pogoji 72 ur. Po inkubaciji smo v vdolbinice dodali 10 μL reagenta 
MTS in še zadnjič inkubirali 3 ure. Absorbanco formazana smo izmerili pri valovni dolžini 
492 nm z avtomatskim čitalcem mikrotitrskih ploščic. 
Neodvisna testiranja spojin smo izvedli v treh paralelah in jih 3-krat ponovili. Vrednosti 
IC50, ki predstavljajo koncentracijo spojine, pri kateri se delež proliferacije zmanjša za 50 
%, smo določili s pomočjo programske opreme GraphPad Prism (5.0). IC50 vrednosti smo 
podali kot povprečne vrednosti pridobljene iz neodvisnih testiranj, vkjučno s standardno 
deviacijo. 
Do redukcije pride v metabolno aktivnih celicah ob 
prisotnosti NAD(P)H in sklopitvenega reagenta PMS. Povzeto po (48). 
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17B3.5. Računalniška oprema 
38B .5.1. Nomenklatura in risanje spojin 
S programom ChemDraw Professional 16.0 (CambridgeSoft) smo risali strukturne formule 
spojin in reakcijske sheme. Program smo prav tako uporabili za poimenovanje spojin po 
IUPAC nomenklaturi ter določanje njihovih natančnih molekulskih mas.  
39B .5.2. Obdelava 1H NMR spektrov 
S programom MestReNova v6.0.2-5475 smo obdelali predhodno posnete 1H NMR spektre. 
40B3.5.3. Določitev vrednosti IC50 
Vrednosti IC50, ki predstavljajo koncentracijo spojine, pri kateri se delež proliferacije 
zmanjša za 50 %, smo določili s pomočjo programske opreme GraphPad Prism (5.0). 
Vrednosti IC50 smo podali kot povprečne vrednosti pridobljene iz neodvisnih testiranj , 
vključno s standardno deviacijo. 
  
Barbara Veberič  Magistrska naloga 
24 
 
3B4. Eksperimentalni del 




  1 
Shema 1: Reagenti in pogoji: a) mCPBA, DKM, 0 °C, 1 dan. 
terc-butil 4-metilenpiperidin-1-karboksilat (2,00 mL, 9,83 mmol) smo raztopili v DKM (40 
mL) in ohladili na 0 °C. Raztopini smo dodali mCPBA (2,31 g, 14,8 mmol) in reakcijsko 
zmes pustili mešati čez noč na ledeni kopeli. Zmes smo spirali z Na2SO3 (2 × 20 mL) in 
nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 20 mL). Organsko fazo (DKM) smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in topilo odstranili pod znižanim tlakom. Produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 1/4). Čistim frakcijam izoliranega 
produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo. 
Izolirali smo 1,55 g spojine 1. Izkoristek reakcije: 73,9 %, prozorna viskozna snov; Rf 
(EtOAc/Hex = 1/4) = 0,29; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3,72 (d, J = 12,8 Hz, 2H, CH2),  
3,43 (ddd, J1 = 13,2 Hz, J2 = 9,5 Hz, J3 = 3,7 Hz, 2H, CH2), 2,69 (s, 2H, CH2), 1 ,80 (ddd, 
J1 = 13,6 Hz, J2 = 9,5 Hz, J3 = 4,4 Hz, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,46–1,41 (m, 2H, 
CH2) ppm; MS (ESI+) za C11H19NO3: 235,9 ([M+Na]+). 








1    2  3 
Shema 2: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DKM, 80 °C, 2 dni; b) TFA, DKM, sobna T, 1 
dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karboksilata 
(2) 
Spojino 1 (1,50 g, 7,06 mmol), 3,4-diklorofenol (1,15 g, 7,06 mmol) in K2CO3 (1,46 g, 
10,6 mmol) smo raztopili v DKM (20 mL) ter segreli na 80 °C. Reakcijsko zmes smo 
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pustili mešati 2 dni na temperaturi 80 °C. Po končani reakciji smo vsebino bučke odnučali 
in matičnici dodali EtOAc (30 mL). Organsko fazo (EtOAc) smo spirali z 1  M NaOH (3 × 
15 mL), jo sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in topilo odstranili pod znižanim 
tlakom. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 1/4 do 18. 
frakcije, nato MF: EtOAc/Hex = 1/2). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod 
znižanim tlakom odstranili topilo. 
Izolirali smo 1,63 g spojine 2. Izkoristek reakcije: 61,4 %, prozorna viskozna snov; Rf 
(EtOAc/Hex = 1/2) = 0,23; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,33 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 
7,01 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,93 (s, 2H, 
CH2), 3,78 (s, 2H, CH2), 3,21 (t, J = 11,7 Hz, 2H, CH2), 1,72 (d, J = 12,5 Hz, 2H, CH2), 
1,63 (d, J = 5,6 Hz, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) za C17H23Cl2NO4: 
399,8 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 4-((3,4-diklorofenoksi)metil)piperidin-4-ola (3) 
Spojino 2 (1,63 g, 4,33 mmol) smo raztopili v DKM (30 mL), dodali TFA (3,34 mL, 43,3 
mmol) in reakcijsko zmes pustili mešati čez noč na sobni temperaturi. Po končani reakciji 
smo zmes naalkalili z 1 M NaOH do pH 14. Vodno fazo (NaOH) smo ekstrahirali z DKM 
(3 × 30 mL). Organsko fazo (DKM) smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (30 mL), jo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in topilo odstranili pod znižanim tlakom. 
Izolirali smo 0,98 g spojine 3. Izkoristek reakcije: 81,9 %, beli prah; Rf (EtOAc/Hex = 1/4) 
= 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,33 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 2,9 Hz, 
1H, Ar-H), 6,78 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,78 (s, 2H, CH2), 3,07–3,00 (m, 
2H, CH2), 2,90 (dt, J1 = 12,5 Hz, J2 = 4,1 Hz, 2H, CH2), 1,72 (d, J = 12,6 Hz, 2H, CH2),  
1,67 (dd, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,5 Hz, 2H, CH2) ppm; MS (ESI+) za C12H15Cl2NO2: 275,9 
([M+H]+). 
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Shema 3: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, 100 °C, 3 dni; b) 1 M NaOH, MeOH, 50 
°C, 2 dni. 
a) Sinteza terc-butil 4-((4-(metoksikarbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (4) 
Metil 4-hidroksibenzoat (2,00 g, 13,2 mmol), terc-butil 4-(bromometil)piperidin-1-
karboksilat (3,66 g, 13,2 mmol) in K2CO3 (3,63 g, 26,3 mmol) smo raztopili v DMF (40 
mL) ter segreli na 100 °C. Reakcijsko zmes smo pustili mešati 3 dni na temperaturi 100  
°C. Po končani reakciji smo vsebino bučke odnučali in matičnico (DMF) odstranili s 
pomočjo oljne črpalke. V bučko smo dodali EtOAc (30 mL) in organsko fazo (EtOAc) 
spirali z 1 M NaOH (3 × 30 mL), sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali ter topilo 
odstranili pod znižanim tlakom. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc/Hex = 1/6). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod znižanim tlakom 
odstranili topilo. 
Izolirali smo 2,15 g spojine 4. Izkoristek reakcije: 46,8 %, beli prah; Rf (EtOAc/Hex = 1/6) 
= 0,13; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,98 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,89 (d, J = 9,0 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,17 (s, 2H, CH2), 3,88 (s, 3H, CH3), 3,85 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 
2,75 (t, J = 12,3 Hz, 2H, CH2), 2,04–1,92 (m, 1H, CH), 1,82 (d, J = 12,9 Hz, 2H, CH2), 
1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,28 (dt, J1 = 12,4 Hz, J2 = 8,1 Hz, 2H, CH2) ppm; MS (ESI+) za 
C19H27NO5: 372,0 ([M+Na]+). 
b) Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)metoksi)benzojske kisline (5) 
Spojino 4 (1,00 g, 2,86 mmol) smo raztopili v MeOH (30 mL), dodali 1 M NaOH (4,30 
mL, 8,59 mmol) in reakcijsko zmes pustili mešati 2 dni na temperaturi 50 °C. Po končani 
reakciji smo topilo (MeOH) odstranili pod znižanim tlakom. Ker hidroliza estra ni potekla 
do konca, smo se z ekstrakcijo najprej znebili spojine 4. V bučko smo dodali 1  M NaOH 
(30 mL) in spirali z DKM (3 × 30 mL). Vodno fazo smo nato nakisali z 1 M HCl do pH 1 
ter jo ekstrahirali z DKM (3 × 30 mL). Topilo (DKM) smo odstranili pod znižanim tlakom. 
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Izolirali smo 415 mg spojine 5. Izkoristek reakcije: 43,2 %, beli prah; Rf (EtOAc/Hex = 
1/4) = 0; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7,88 (d, J = 8,9 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7 ,01 (d, J  
= 8,9 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,00–3,95 (m, 2H, CH2), 3,92 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 1,75 (d, J  
= 12,7 Hz, 3H, CH, CH2), 1,40 (s, 9H, 3 × CH3), 1,25–1,16 (m, 2H, CH2), 1 ,16–1,06 (m, 
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Shema 4: Reagenti in pogoji: a) EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; b) 
TFA, DKM, sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)metoksi)piperidin-1-karboksilata (6) 
Spojino 5 (389 mg, 1,16 mmol) smo raztopili v DMF (15 mL) in ohladili na 0 °C. 
Raztopini smo dodali EDC (195 mg, 1,39 mmol), HOBt (204 mg, 1,51 mmol) ter NMM 
(241 μL, 2,32 mmol) in reakcijsko zmes pustili mešati 30 minut na ledeni kopeli. Po 30 
minutah mešanja smo dodali spojino 3 (320 mg, 1,16 mmol). Temperatura reakcijske 
zmesi se je med mešanjem počasi dvignila do sobne temperature, pri kateri smo reakcijo 
pustili potekati čez noč. Po končani reakciji smo v bučko dodali EtOAc (30 mL). Zmes 
smo spirali z 1 M NaOH (3 × 15 mL), 1 M HCl (3 × 15 mL) in z nasičeno raztopino NaCl 
(3 × 15 mL). Nato smo organsko fazo sušili nad brezvodnim Na2SO4, jo prefiltrirali in 
topilo odstranili pod znižanim tlakom. 
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Izolirali smo 679 mg spojine 6. Izkoristek reakcije: 98,7 %, bela oborina; Rf (EtOAc/Hex = 
1/1) = 0,09; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,34 (d, J = 
8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,77 
(dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 4,20–4,10 (m, 2H, CH2), 3,83 (d, J = 6,4 Hz, 2H, 
CH2), 3,80 (s, 2H, CH2), 3,39 (s, 4H, 2 × CH2), 2,75 (s, 2H, CH2), 2,11 (d, J = 11,3 Hz, 2H, 
CH2), 1,82 (d, J = 14,5 Hz, 3H, CH, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,26 (t, J = 7,2 Hz, 4H, 2 
× CH2) ppm; MS (ESI+) za C30H38Cl2N2O6: 614,8 ([M+Na]+). 
b) Sinteza (4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)(4-(piperidin-4-
ilmetoksi)fenil)metanona (7) 
Spojino 6 (679 mg, 1,14 mmol) smo raztopili v DKM (30 mL), dodali TFA (800 μL, 11,4 
mmol) in reakcijsko zmes pustili mešati čez noč na sobni temperaturi. Po končani reakciji 
smo zmes naalkalili z 1 M NaOH do pH 14. Vodno fazo (NaOH) smo ekstrahirali z DKM 
(3 × 30 mL). Organsko fazo (DKM) smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (30 mL), jo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, prefiltrirali in topilo odstranili pod znižanim tlakom. 
Izolirali smo 468 mg spojine 7. Izkoristek reakcije: 82,9 %, svetlo rumena viskozna snov; 
Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 
2 × Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,81 (d, J = 6,7 Hz, 4H, 2 × 
CH2), 3,39 (s, 2H, CH2), 3,13 (d, J = 12,0 Hz, 2H, CH2), 2,66 (td, J1 = 12,1 Hz, J2 = 2,4 
Hz, 2H, CH2), 2,05–1,88 (m, 2H, CH2), 1,83 (d, J = 12,3 Hz, 6H, 3 × CH2), 1,35–1,20 (m, 
3H, CH, CH2) ppm; MS (ESI+) za C25H30Cl2N2O4: 492,8 ([M+H]+). 
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Shema 5: Reagenti in pogoji: a) benzaldehid, CH3COOH, NaCNBH3, MeOH, sobna T, 1  
dan; b) 4-klorobenzaldehid, CH3COOH, NaCNBH3, MeOH, sobna T, 1 dan; c) 1H-pirol-2-
karbaldehid, CH3COOH, NaCNBH3, MeOH, sobna T, 1 dan; d) cikloheksankarbaldehid, 
CH3COOH, NaCNBH3, MeOH, sobna T, 1 dan; e) ciklopropankarbaldehid, CH3COOH, 
NaCNBH3, MeOH, sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza (4-((1-benzilpiperidin-4-il)metoksi)fenil)(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)4-
hidroksipiperidin-1-il)metanona (8) 
Spojino 7 (100 mg, 203 μmol) smo raztopili v MeOH (20 mL), dodali benzaldehid (25 μL, 
243 μmol) ter kapljico CH3COOH in reakcijsko zmes pustili mešati 2 uri pri sobni 
temperaturi. Po 2 urah mešanja smo dodali NaCNBH3 (14,0 mg, 223 μmol) in reakcijo 
pustili potekati čez noč. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH 
= 20/1). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo. 
Izolirali smo 115 mg spojine 8. Izkoristek reakcije: 97,2 %, prozorna viskozna snov; Rf 
(DKM/MeOH = 20/1) = 0,20; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-
H), 7,35 (d, J = 2,4 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,31 (dd, J1 = 9,5 Hz, J2 = 3,8 Hz, 5H, 5 × Ar-H), 
7,01 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (t, J = 5,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 
= 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,82 (d, J = 6,0 Hz, 2H, CH2), 3,80 (s, 2H, CH2), 3,52 (s, 2H, CH2),  
2,94 (d, J = 11,4 Hz, 2H, CH2), 2,19 (s, 1H, CH), 2,01 (t, J = 10,8 Hz, 2H, CH2), 1,85–1,76 
(m, 4H, 2 × CH2), 1,64 (s, 6H, 3 × CH2), 1,42 (dd, J1 = 12,1 Hz, J2 = 2,7 Hz, 2H, CH2) 
ppm; HRMS (ESI+) za C32H36Cl2N2O4 [M+H]+: izračunan 583,2125; izmerjen 583,2108. 
b) Sinteza (4-((1-(4-klorobenzil)piperidin-4-il)metoksi)fenil)(4-((3,4-
diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)metanona (9) 
Spojino 7 (100 mg, 203 μmol) smo raztopili v MeOH (20 mL), dodali 4-klorobenzaldehid 
(34,2 mg, 243 μmol) ter kapljico CH3COOH in reakcijsko zmes pustili mešati 2 uri pri 
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sobni temperaturi. Po 2 urah mešanja smo dodali NaCNBH3 (14,0 mg, 223 μmol) in 
reakcijo pustili potekati čez noč. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH = 4/1). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod znižanim tlakom 
odstranili topilo. 
Izolirali smo 21 mg spojine 9. Izkoristek reakcije: 16,8 %, prozorna viskozna snov; Rf 
(DKM/MeOH = 4/1) = 0,40; 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,35–7,30 (m, 1H, Ar-H), 7,28 (dd, J1 = 5,8 Hz, J2 = 4,7 Hz, 4H, 4 × Ar-H), 7 ,02 
(d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,78 (dd, J1 = 8,9  Hz, J2 = 
2,9 Hz, 1H, Ar-H), 4,47 (d, J = 13,3 Hz, 1H, OH), 3,83 (d, J = 6,0 Hz, 2H, CH2), 3,80 (d, J  
= 6,2 Hz, 2H, CH2), 3,49 (s, 2H, CH2), 3,00–2,85 (m, 2H, CH2), 2,13 (s, 1H, CH), 2 ,02 (t,  
J = 10,8 Hz, 2H, CH2), 1,95–1,50 (m, 10H, 5 × CH2), 1,50–1,25 (m, 2H, CH2) ppm; 
HRMS (ESI+) za C32H35Cl3N2O4 [M+H]+: izračunan 617,1735; izmerjen 617,1718. 
c) Poskus sinteze (4-((1-((1H-pirol-2-il)metil)piperidin-4-il)metoksi)fenil)(4-((3,4-
diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)metanona (10) 
Spojino 7 (140 mg, 284 μmol) smo raztopili v MeOH (20 mL), dodali 1H-pirol-2-
karbaldehid (32,4 mg, 340 μmol) ter kapljico CH3COOH in reakcijsko zmes pustili mešati 
2 uri pri sobni temperaturi. Po 2 urah mešanja smo dodali NaCNBH3 (19,6 mg, 312 μmol) 
in reakcijo pustili potekati čez noč. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH = 9/1). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod znižanim tlakom 
odstranili topilo. Spojine 10 nismo uspešno izolirali. 
d) Sinteza (4-((1-(cikloheksilmetil)piperidin-4-il)metoksi)fenil)(4-((3,4-
diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)metanona (11) 
Spojino 7 (100 mg, 203 μmol) smo raztopili v MeOH (20 mL), dodali 
cikloheksankarbaldehid (30 μL, 243 μmol) ter kapljico CH3COOH in reakcijsko zmes 
pustili mešati 2 uri pri sobni temperaturi. Po 2 urah mešanja smo dodali NaCNBH 3 (14,0 
mg, 223 μmol) in reakcijo pustili potekati čez noč. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 20/1). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod 
znižanim tlakom odstranili topilo. 
Izolirali smo 81,0 mg spojine 11. Izkoristek reakcije: 67,8 %, prozorna viskozna snov; R f 
(DKM/MeOH = 20/1) = 0,18; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,37 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,03 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,88 (d, J = 8,4 Hz, 
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2H, 2 × Ar-H), 6,78 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,8 Hz, 1H, Ar-H), 3,89 (s, 2H, CH2),  3 ,80 (s, 
2H, CH2), 3,73 (d, J = 12,1 Hz, 2H, CH2), 3,47 (d, J = 1,6 Hz, 2H, CH2), 2 ,85 (d, J  = 6,1 
Hz, 2H, CH2), 2,64 (s, 2H, CH2), 2,58 (s, 2H, CH2), 2,03 (s, 4H, 2 × CH2), 1,87–1,76 (m, 
8H, 4 × CH2), 1,34–1,13 (m, 5H, CH, 2 × CH2), 1,06 (d, J = 11,5 Hz, 3H, CH, CH2) ppm; 
HRMS (ESI+) za C32H42Cl2N2O4 [M+H]+: izračunan 589,2594; izmerjen 589,2577. 
e) Sinteza (4-((1-(ciklopropilmetil)piperidin-4-il)metoksi)fenil)(4-((3,4-
diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)metanona (12) 
Spojino 7 (100 mg, 203 μmol) smo raztopili v MeOH (20 mL), dodali 
ciklopropankarbaldehid (18 μL, 243 μmol) ter kapljico CH3COOH in reakcijsko zmes 
pustili mešati 2 uri pri sobni temperaturi. Po 2 urah mešanja smo dodali NaCNBH 3 (14,0 
mg, 223 μmol) in reakcijo pustili potekati čez noč. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 4/1). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod 
znižanim tlakom odstranili topilo. 
Izolirali smo 98,0 mg spojine 12. Izkoristek reakcije: 88,3 %, prozorna viskozna snov; R f 
(DKM/MeOH = 4/1) = 0,36; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d, J = 8,8 Hz, 
2H, 2 × Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,90 (d, J = 5,8 Hz, 2H, 
CH2), 3,81 (s, 2H, CH2), 3,53 (d, J = 11,8 Hz, 2H, CH2), 3,49 (s, 2H, CH2), 2,71 (d, J = 7,1 
Hz, 2H, CH2), 2,56 (t, J = 12,0 Hz, 2H, CH2), 1,91–1,81 (m, 5H, CH, 2 × CH2), 1,72–1,53 
(m, 4H, 2 × CH2), 1,09 (s, 2H, CH2), 1,00 (dt, J1 = 8,0 Hz, J2 = 3,9 Hz, 1H, CH), 0 ,86 (dt, 
J1 = 7,4 Hz, J2 = 4,0 Hz, 2H, CH2), 0,74 (q, J = 5,9 Hz, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za 
C29H36Cl2N2O4 [M+H]+: izračunan 547,2125; izmerjen 547,2109. 
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Shema 6: Reagenti in pogoji: a) 2-kloroetan-1-ol, DIPEA, brezvodni MeCN, 120 °C, 
mikrovalovi, 1 ura; b) 1-jodo-2-metoksietan, K2CO3, absolutni aceton, temperatura 
refluksa, 3 dni. 
a) Sinteza (4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)(4-((1-(2-
hidroksietil)piperidin-4-il)metoksi)fenil)metanona (13) 
Spojino 7 (50,0 mg, 101 μmol) in DIPEA (26 μL, 152 μmol) smo raztopili v brezvodnem 
MeCN (2 mL) ter dodali 2-kloroetanol (8 μL, 122 μmol). Reakcijsko zmes smo dali v 
mikrovalovni sintetizator, kjer smo jo 1 uro mešali in segrevali na 120  °C. Po 1 uri smo 
reakcijo prekinili z dodatkom destilirane vode ter reakcijsko zmes ohladili na sobno 
temperaturo. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 15/1). 
Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod znižanim tlakom odstranili topilo.  
Izolirali smo 10,0 mg spojine 13. Izkoristek reakcije: 18,4 %, prozorna viskozna snov; R f 
(DKM/MeOH = 15/1) = 0,14; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d, J = 8,8 Hz, 
2H, 2 × Ar-H), 6,77 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,87 (d, J = 5,9 Hz, 2H, 
CH2), 3,82 (d, J = 8,9 Hz, 4H, 2 × CH2), 3,45–3,20 (m, 4H, 2 × CH2), 2,84 (s, 2H, CH2),  
2,46 (t, J = 11,7 Hz, 3H, CH, CH2), 1,97 (d, J = 11,0 Hz, 4H, 2 × CH2), 1,76 (d, J  = 11,9 
Hz, 4H, 2 × CH2), 1,47 (d, J = 6,5 Hz, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C27H34Cl2N2O5 
[M+H]+: izračunan 537,1917; izmerjen 537,1907. 
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b) Poskus sinteze (4-((3,4-diklorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-il)(4-((1-(2-
metoksietil)piperidin-4-il)metoksi)fenil)metanona (14) 
Preden smo se lotili sinteze spojine 14, smo pripravili 1-jodo-2-metoksietan. 2-
metoksietanol in DIPEA (1,5 eq) smo raztopili v brezvodnem DKM ter ohladili na 0 °C. 
Raztopini smo med mešanjem počasi dodajali metansulfonil klorid (1,5 eq) in  reakcijsko 
zmes pustili mešati 1 uro na ledeni kopeli. Po končani reakciji smo topilo odstranili pod 
znižanim tlakom. Intermediat smo nato raztopili v acetonu, dodali NaI (2 eq) in čez noč 
mešali na temperaturi refluksa. Po končani reakciji smo topilo znova odparili pod znižanim 
tlakom in produkt (1-jodo-2-metoksietan) uporabili pri sintezi spojine 14. 
Spojino 7 (75,0 mg; 152 μmol) in predhodno pripravljen 1-jodo-2-metoksietan (33,9 mg, 
182 μmol) smo raztopili v absolutnem acetonu (40 mL) ter dodali K2CO3 (67,2 mg, 486 
μmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 2 dni na temperaturi refluksa. Po končani 
reakciji smo vsebino bučke odnučali in matičnico (absolutni aceton) odstranili pod 
znižanim tlakom. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM/MeOH/NH4OH = 9/1/0,1). Čistim frakcijam izoliranega produkta smo pod znižanim 
tlakom odstranili topilo. Spojine 14 nismo uspešno izolirali. 
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4B5. Rezultati in razprava 
24B5.1. Komentar sinteznih reakcij 
41B5.1.1. Epoksidacija alkena 
Spojino 1 smo pripravili z reakcijo, v kateri med seboj reagirata alken in 
peroksikarboksilna kislina. V primeru naše reakcije smo kot peroksikarboksilno kislino 
uporabili mCPBA (meta-kloroperoksibenzojska kislina). mCPBA ima v svoji strukturi OH 
skupino, ki vsebuje elektrofilni kisik. Le ta reagira z alkenom in preko vezave na dvojno 
vez tvori epoksid. Mehanizem epoksidacije poteče preko cikličnega prehodnega stanja  
(slika 15) (49). 
 
Slika 15: Prikaz poteka epoksidacije alkena na primeru cikloheksena. 
 
Za izvedbo epoksidacije ne uporabljamo topil, ki vsebujejo vodo, saj se epoksidni obroč v 
vodnem mediju hidrolizira in tvori vicinalni diol. Iz tega razloga pri epoksidaciji alkenov 
uporabljamo nevodna topila (diklorometan, kloroform, eter, aceton, dioksan), ki 
preprečujejo hidrolizo epoksida in omogočajo izolacijo produkta, ki ima v svoji strukturi 
epoksidni obroč (49). 
42B5.1.2. Odpiranje epoksida 
Odpiranje epoksidnega obroča spojine 1 poteka po SN2 mehanizmu nukleofilne 
substitucije, saj gre za odpiranje asimetričnega epoksida v prisotnosti baze  (K2CO3). V prvi 
stopnji reakcije baza odcepi proton OH skupine fenola, tako da nastane močnejši nukleofil. 
V naslednji stopnji pa nastali fenolat kot nukleofil napade manj oviran epoksidni ogljik , 
kar vodi v odpiranje epoksidnega obroča (slika 16) (50). 
 
Slika 16: Odpiranje asimetričnega epoksidnega obroča s fenolom v prisotnosti baze. 
Z barvnimi 
puščicami je označena smer prenosa elektronov in tvorba pripadajočih vezi. 
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43B5.1.3. Odstranitev zaščitne skupine Boc z acidolizo 
Boc na amino skupini piperidina spojin 2 in 7 smo odstranili pod kislimi pogoji z 
dodatkom presežka trifluoroocetne kisline (TFA). Reakcija poteče po mehanizmu acidolize 
v brezvodnih pogojih. V prvi stopnji reakcije kislina protonira terc-butil karbamat, kar vodi 
v nastanek derivata karbaminske kisline. Kot stranski produkt iz reakcije izstopi terc-
butilni kation. V drugi stopnji reakcije z dekarboksilacijo nastane amin, ki se nahaja v 
obliki soli s trifluoroocetno kislino (slika 17) (51). Aminsko sol smo pred nadaljnjo 
izvedbo ekstrakcije z dodatkom 1 M NaOH pretvorili v neprotonirano obliko (spojina 3). 
 
Slika 17: Odstranitev zaščitne skupine Boc. 
44B5.1.4. Williamsonova sinteza etra 
Sinteza spojine 4 poteka po SN2 mehanizmu nukleofilne substitucije, saj gre za reakcijo 
med alkoksidnim (fenoksidnim) nukleofilom in primarnim alkil halidom (alkil bromidom). 
Williamsonova sinteza etrov sicer lahko poteče preko štirih različnih reakcijskih poti (SN2, 
SN1, E2, E1), vendar je mehanizem SN2 prednosten, kadar je v reakciji udeležen primarni 
alkil halid. V prvi stopnji reakcije sodeluje baza (K2CO3), ki odcepi proton fenolni OH 
skupini, pri čemer pride do tvorbe fenoksidnega aniona, ki je dober nukleofil. Nato nastali 
nukleofil izpodrine halidni ion iz alkil halogenida, da dobimo eter (slika 18) (52). 
 
Slika 18: Williamsonova sinteza etra. 
45B .1.5. Bazična hidroliza estra 
S hidrolizo estra v prisotnosti baze (t.i. saponifikacijo) smo pridobili spojino 5. V prvi 
stopnji reakcije hidroksidni nukleofil napade elektrofilni karbonilni ogljikov atom estra, 
kar vodi v prekinitev dvojne vezi in tvorbo nestabilnega tetraedričnega inte rmediata. V 
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drugi stopnji intermediat razpade, pri čemer pride do ponovne tvorbe C=O vezi. Ob izstopu 
alkoksida nastane karboksilna kislina. V zadnji stopnji reakcije alkoksid deluje kot baza, ki 
deprotonira karboksilno kislino v karboksilatni ion. Le-ta je manj elektrofilen kot 
karboksilna kislina sama, zato ni dovzeten za nov nukleofilni napad s strani alkoksida –  
reakcija je ireverzibilna (slika 19) (53). Končni produkt je v obliki natrijeve soli, ki smo jo 
pred nadaljnjo izvedbo ekstrakcije z dodatkom 1 M HCl pretvorili v nedisociirano obliko. 
Slika 19: Bazična hidroliza metilnega estra. 
46B5.1.6. Tvorba amidne vezi s pomočjo sklopitvenih reagentov 
Spojino 6 smo pripravili z reakcijo, v kateri med seboj reagirata amin (spojina 3) in 
karboksilna kislina (spojina 5) s pomočjo sklopitvenih reagentov EDC in HOBt. V prvi 
stopnji reakcije ima pomembno vlogo EDC, ki nukleofilno napade karboksilno kislino, pri 
čemer nastane karboksilat. Karboksilat nadalje reagira z nastalim karbodiimidnim 
kationom EDC, nastane aktiviran ester O-acilsečnine. V naslednji stopnji reakcije 
pomembnejšo vlogo prevzame HOBt, ki sprva napade aktiviran ester O-acilsečnine. Ob 
tvorbi HOBt aktiviranega estra, reaktivnost katerega je večja od reaktivnosti estra O-
acilsečnine, EDC izstopi iz reakcije v obliki vodotopnega sečninskega derivata. Nazadnje 
poteče reakcija HOBt aktiviranega estra z aminom – dobimo produkt, ki v svoji strukturi 
vsebuje amidno vez (slika 20) (54, 55). 
 
Slika 20: Mehanizem tvorbe amidne vezi s pomočjo sklopitvenih reagentov EDC in HOBt. 
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47B5.1.7. Tvorba terciarnih aminov z reduktivnim aminiranjem 
Končne spojine 8, 9, 10 in 12 smo pripravili s postopkom reduktivnega aminiranja. Kot 
izhodni spojini smo uporabili spojino 7 in ustrezen aldehid. Reduktivno aminiranje 
vključuje pretvorbo amina v imin in nadaljnjo redukcijo le-tega v novonastali amin. V prvi 
stopnji reakcije sekundarni amin (spojina 7) nukleofilno napade karbonilni ogljik aldehida. 
Sledi prenos protona s sosednjega ogljika, eliminacija vode in nastanek imina. V kislih 
pogojih (dodatek kapljice ocetne kisline) se imin protonira do iminijevega kationa. 
Reakcijo smo po dodatku ocetne kisline pustili potekati 2 uri. S tem smo ravnotežje 
premaknili v smer iminijevega kationa, ki je optimalnejša spojina za nadaljevanje reakcije. 
Z dodatkom reducenta se iminijev kation pretvori v terciaren amin (spojine 8, 9, 10 in  12 ,  
slika 21) (56). 
 
Slika 21: Mehanizem tvorbe terciarnih aminov z reduktivnim aminiranjem. 
48B5.1.8. Alkiliranje sekundarnih aminov 
Končno spojino 13 smo pripravili z N-alkiliranjem spojine 7. Direktno alkiliranje 
sekundarnih aminov z alkil halidi je precej zapleten proces, saj običajno vodi v  nastanek 
neželenih kvarternih amonijevih spojin ter končne zmesi terciarnih in izhodnih 
sekundarnih aminov. Tem težavam se lahko preprosto izognemo z dodatkom Hunigove 
baze. V primeru naše reakcije smo kot Hunigovo bazo uporabili DIPEA (N,N-
diizopropiletilenamin). Kljub temu, da je DIPEA baza, ima lastnosti izredno šibkega 
nukleofila. Zaradi svoje slabe nukleofilnosti, ki je posledica sterične oviranosti centralnega 
amina, ne reagira z alkil halidom, lahko pa zaradi svoje bazičnosti tvori sol z vodikovim 
halogenidom, ki se sprošča pri reakciji. Na ta način omogoča normalen potek reakcije v 
blagih, kinetično nadzorovanih pogojih (57). 




Slika 22: Struktura N,N-diizopropiletilenamina in njegove soli z vodikovim halogenidom. 
Reakcija poteče preko nukleofilnega napada sekundarnega amina na elektrofilen ogljik , ki 
se nahaja v neposredni bližini halogena. Kot stranski produkt izhaja vodikov halogenid, ki 
tvori sol z DIPEA (slika 22). Produkt reakcije je terciarni amin (slika 23) (57). 
 
Slika 23: Mehanizem alkiliranja sekundarnih aminov z alkil halidi. 
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25B .2. Rezultati testa preživetja celic  
Rezultati testa proliferacije MTS v človeški celični liniji raka dojke MCF-7 so podani kot 
vrednosti IC50 posameznih spojin. Vrednost IC50 označuje koncentracijo zaviralca, ki je 
potrebna za znižanje proučevane biološke funkcije za polovico. V našem primeru gre za 
koncentracijo izbrane spojine, ki polovično zmanjša proliferacijo celic raka dojke, 
pozitivnih na estrogenske receptorje. Koncept vrednosti IC50 se pogosto uporablja kot 
merilo učinkovitost zaviranja biološke funkcije – spojine z visokimi vrednostmi IC50 so pri 
zaviranju manj učinkovite kot spojine, katerih vrednost IC50 je nižja. 
Vrednosti IC50, pridobljene s testom MTS, so prikazane v spodnjem grafu (graf 1) in 
preglednici (preglednica V). Za spojine TZZ-11, TZZ-42 in spojino 7 so bili rezultati 
testa preživetja celic pridobljeni predhodno, medtem ko so bile preostale spojine testirane v 
okviru te magistrske naloge. 













Rezultati testa preživetja celic podani kot IC50 vrednosti
MCF-7, IC50 [μM]
Test je bil izveden v človeški celični liniji raka 
dojke MCF-7 (celice raka dojke, pozitivne na estrogenske receptorje). 
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Preglednica V: Rezultati testa preživetja celic.  
 
Oznaka spojine Strukturna formula spojine MCF-7, IC50 [μM] 
7 
 
6,85 ± 0,05 
TZZ-11 
 
1,29 ± 0,58 
8 
 
4,50 ± 2,83 
9 
 
8,13 ± 0,81 
TZZ-42 
 
11,73 ± 4,73 
11 
 
10,60 ± 3,96 
Test je bil izveden v človeški celični liniji 
raka dojke MCF-7 (celice raka dojke, pozitivne na estrogenske receptorje). 





10,40 ± 2,69 
13 
 
32,25 ± 4,45 
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26B5.3. Komentar rezultatov testa preživetja celic  
Iz preglednice V je razvidno, da vrednost IC50 izhodiščne spojine 7, ki ima v desnem delu 
spojine sekundarni piperidinski amin, znaša 6,85 ± 0,05 μM. Preostale spojine, ki imajo na 
piperidinskem aminu substituent, so se izkazale ali za bolj ali manj aktivne kot izhodiš čna 
spojina. Izmed vseh testiranih spojin imata boljšo antiproliferativno aktivnost le spojini 
TZZ-11 (MCF-7, IC50 = 1,29 ± 0,58 μM) in spojina 8 (MCF-7, IC50 = 4,50 ± 2,83 μM), 
katerih izmerjena vrednost IC50 je nižja v primerjavi z vrednostjo IC50 spojine 7  (MCF-7, 
IC50 = 6,85 ± 0,05 μM). 
Spojina TZZ-11, z metilno substituento vezano na piperidinski amin, ima najboljše 
antiproliferativno delovanje izmed vseh testiranih spojin. Njena antiproliferativna aktivnost 
je več kot 4-krat boljša v primerjavi z izhodiščno spojino 7. Boljša aktivnost spojine, ki 
ima v svoji strukturi terciaren piperidinski amin, nakazuje na to, da je vezavno mesto, v 
katerega se veže desni del spojine, večje kot smo predhodno predvidevali. Na to ugotovitev 
kaže tudi vrednost IC50 spojine 8, ki ima na piperidinskem aminu benzilno skupino. 
Metilna in benzilna skupina sicer nimata veliko skupnih lastnosti, iz katerih bi lahko 
potegnili zaključke glede tega, kakšna je najbolj optimalna skupina na piperidinskem 
aminu. Kljub temu pa lahko iz izmerjenih vrednosti IC50 spojin TZZ-11 in spojine 8 
sklepamo, da so nekateri terciarni amini bolj učinkoviti v primerjavi s sekundarnimi in  da 
je vezavni žep, v katerega se veže desni del spojine, še nepopolno izkoriščen.  
Spojine, ki imajo na piperidinskem aminu pripete manj polarne aromatske substituente, so 
se na splošno izkazale kot manj aktivne v primerjavi z izhodiščno spojino 7 in spojino 
TZZ-11, z najnižjo vrednostjo IC50. Vrednosti IC50 spojine 9 (MCF-7, IC50 = 8,13 ± 0,81 
μM) in spojine TZZ-42 (MCF-7, IC50 = 11,73 ± 4,73 μM) se gibljejo okoli 10 μM, 
medtem ko je vrednost IC50 spojine 8 (MCF-7, IC50 = 4,50 ± 2,83 μM) nižja. Slednja 
izkazuje boljše citotoksično delovanje kot izhodiščna spojina 7, vendar slabše kot spojina 
TZZ-11. Rezultati testa MTS spojin 8, 9 in TZZ-42 nakazujejo na to, da je benzilna 
skupina, ki na aromatskem obroču nima dodatnih substituentov, optimalnejša kot mono- ali 
di-substituiran benzen. Izmed spojin z mono- in di-substituiranima benzilnima skupinama 
na piperidinskem aminu (spojina 9 in spojina TZZ-42) se je kot aktivnejša izkazala spojina 
9. Le-ta v desnem delu spojine vsebuje mono-substituiran benzil, ki ima na mestu meta 
vezan klorov aom. Spojina z dikloro benzilno skupino (TZZ-42), vezano na piperidinski 
amin, je manj aktivna. Ker smo v okviru magistrske naloge testirali le spojine, ki imajo na 
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benzenov obroč pripet klor na meta- in/ali para-mestu, bi v prihodnje bilo smiselno 
proučiti tudi aromate z drugačno vrsto in položajem substituent na obroču. 
Vrednosti IC50 spojin, ki imata na piperidinski amin vezani ciklični alifatski substituenti,  
sta višji od vrednosti IC50 izhodiščne spojine 7 in spojine TZZ-11, kar kaže na njuno 
slabšo antiproliferativno aktivnost. Vrednosti IC50 se gibata med 10,40 ± 2,69 μM za 
spojino 12, ki ima na piperidinskem aminu ciklopropilno skupino, in 10,60 ± 3,96 μM za 
spojino 11, s cikloheksilno skupino v desnem delu spojine. Spojina TZZ-11, ki ima na 
piperidinskem aminu vezano aciklično alifatsko substituento (metilno skupino), se je 
izkazala kot najbolj aktivna izmed vseh testiranih spojin. 
Spojini 13 z bolj polarno skupino pripeto na piperidinski amin v desnem delu spojine, 
lahko pripišemo slabo citotoksično delovanje, saj je njena vrednost IC50 (MCF-7, IC50 = 
32,25 ± 4,45 μM) najvišja izmed testiranih spojin. 
Glede na rezultate testa MTS lahko zaključimo, da sta se kot najboljša substituenta na 
piperidinskem aminu izkazali metilna in benzilna skupina. Podrobnejših informacij o  tem, 
kakšne so lastnosti skupin, ki omogočajo optimalno vezavo desnega dela zaviralcev CKD 
Hsp90 v vezavni žep, sicer nismo pridobili. Vseeno pa nam rezultati pridobljen i tekom 
magistrske naloge nakazujejo na to, da so nekateri terciarni amini bolj učinkoviti v 
primerjavi s sekundarnimi in da je vezavni žep desnega dela spojin neizkoriščen. Ta 
ugotovitev odpira nove možnosti za nadaljn jo optimizacijo spojin, katerih piperidinski 
amin je terciaren. V prihodnje bi bilo smiselno proučiti tudi aciklične alifatske substituente 
različne stopnje razvejanosti, katerih velikost variira med metilno in benzilno skupino.  
  
Barbara Veberič  Magistrska naloga 
44 
 
27B5.4. Farmakoforni model 
Alosterično vezavno mesto na CKD Hsp90 nastane po dimerizaciji dveh monomerov 
Hsp90, ko se ATP veže v NKD. Ker struktura dimera Hsp90 v kompleksu z zaviralcem 
CKD še ni bila določena eksperimentalno, si pri proučevanju vezave zaviralcev lahko 
pomagamo s sidranjem, ali pa ugotavljamo povezavo med strukturo in delovanjem s 
pomočjo farmakofornih modelov na osnovi strukture ligandov. Slednji pristop je zelo 
uporaben, saj vezavnega mesta za spojine ni potrebno poznati. Farmakoforni model za 
knjižnico spojin, ki je predstavljena v preglednici V, smo izračunali s programom 
LigandScout, ki je orodje za molekulsko modeliranje, specializirano za farmakoforno 
modeliranje.  
Program je najprej za vsako od spojin generiral 25 različnih konformacij, na osnovi katerih 
je s pomočjo prileganja struktur izračunal farmakoforni model, ki je skupen vsem 
ligandom iz knjižnice. Farmakoforni model za zaviralce CKD Hsp90 je prikazan na sliki 
24. Sestavlja ga en donor vodikove vezi (zelena krogla), štirje akceptorji vodikove vezi 
(rdeče krogle), dve halogeni vezi (roza puščice), pozitivni naboj (modra zvezda), dva 
aromatska obroča (modra diska) in pet hidrofobnih strukturnih elementov (rumene krogle). 
Tisti, ki je poravnan z benzilno skupino na piperidinskem obroču, je označen kot opcijski 
(svetlejša rumena krogla), saj na tem mestu hidrofobna skupina ni prisotna pri vseh 
spojinah. Na sliki 25 so shematsko prikazani farmakoforni elementi spojine 8. 
 
Slika 24: Farmakoforni model na osnovi strukture zaviralcev CKD Hsp90.  
 
 
 Spojina 8 
je prikazana z modelom zelenih paličic. Z rdečimi kroglami so predstavljeni akceptorji, z 
zelenimi pa donorji vodikovih vezi. Aromatski obroči so predstavljeni z modrim diskom, 
bazični center z modro zvezdo, potencialne halogene vezi pa z roza puščico. Hidrofobna 
področja so prikazana z rumenimi kroglami. 





Slika 25: Shematski prikaz farmakofornih elementov strukture spojine 8. 
  




Kljub velikemu številu protitumornih učinkovin, ki so prisotne na trgu, zdravljenje raka 
ostaja aktualno področje odkrivanja novih kemoterapevtikov in kliničnih preizkušanj. Cilj 
le-teh je pridobiti zdravilno učinkovino, ki bo učinkovita, čim bolj selektivna za rakave 
celice in čim manj toksična za bolnika. Spojine, ki zavirajo delovanje Hsp90, so p redmet 
proučevanja že zadnji dve desetletji. V tem času so mnogi zaviralci ATPazne aktivnosti 
NKD Hsp90 prestali različne faze kliničnih preizkušanj, odkrito je bilo novo vezavno 
mesto za zaviralce na CKD, prav tako pa se v zadnjem času proučujejo tudi novi pristopi 
zaviranja tega proteina toplotnega šoka. Kljub preteklim prizadevanjem, na trgu še vedno 
ni zaviralca Hsp90, indiciranega za zdravljenje katerega izmed rakavih obolenj. 
Zaviralci ATPazne aktivnosti CKD Hsp90 imajo v primerjavi z zaviralci NKD mnoge 
prednosti – med drugim so manj toksični in ne sprožijo odziva toplotnega šoka. Pretekle 
raziskave so identificirale lastnosti zaviralcev CKD Hsp90, pomembne za tvorbo interakcij 
s tarčo in posledično antiproliferativno delovanje. Med njimi so hidrofobni fragment v 
levem delu, piperidin v desnem delu spojine in osrednji distančnik. Najbolj optimalen 
hidrofobni fragment v levem delu spojine je fenil, pri katerem sta ključnega pomena vrsta 
in položaj substituentov na obroču. V desnem delu spojine je za zaviralno aktivnost 
pomembna prisotnost piperidina, medtem ko sta v osrednjem delu spojine za tvorbo 
hidrofilnih interakcij s tarčo pomembni hidroksilna in amidna skupina.  
Levi, desni in osrednji del piperidinskih zaviralcev CKD Hsp90 je bil predhodno že 
optimiziran. V okviru naše magistrske naloge pa smo s pripenjanjem raznolikih 
substituentov na piperidinski amin dodatno proučili vezavni žep, v katerega se veže desni 
del spojine. Glede na rezultate citotoksičnega testiranja spojin, vključenih v to magistrsko 
nalogo, sta se kot najbolj optimalni substituenti izkazali metilna in benzilna skupina. Dobra 
aktivnost spojine, ki ima na piperidinski amin pripeto benzilno substituento, nakazuje na 
to, da je vezavno mesto, v katerega se veže desni del spojine, večje kot smo predvidevali.  
Ta ugotovitev odpira nove možnosti za nadaljnjo raziskovanje vezavnega žepa desnega 
dela spojine, preko sinteze in testiranja spojin s terciarnim piperidinskim aminom. V 
prihodnje bi bilo smiselno proučiti aciklične alifatske skupine različne stopnje razvejanosti, 
katerih velikost variira med metilno in benzilno skupino, pa tudi aromate, ki se med seboj 
razlikujejo v vrsti in položaju substituentov na aromatskem obroču. 
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